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摘要 : 为 了 探讨 质谱 分 析 在 合成 多 肽 氧化 复 性 和 分 离 纯 化 研究 中 的 应 用 ， 用 固 相 多 肽 合成 方法 合成 。- 芋 
螺 毒 素 MWA， 在 含 谷 胱 甘 肽 的 缓冲 体系 中 进行 氧化 复 性 后 ,经 离子 交换 和 RP-HPLC 分 离 纯化 。 利 用 基质 辅助 
激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 (MALDI-TOF-MS) 和 电 喷 雾 串联 质谱 (ESI-MSAMS) 分 析 ww- 芋 螺 毒素 MWA 氧化 
复 性 和 分 离 纯化 的 效果 ， 最 后 用 电 生 理学 实验 测定 复 性 w - Sip diXE MWA 的 生理 活性 。 其 结果 表明 ， 获 得 的 
to — SERRE X M VLA. 纯化 复 性 样品 具有 与 天 然 v — 芋 螺 毒素 MWA 完全 相同 的 空间 构象 和 生理 活性 。 
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Renaturation and Mass Spectrometric Analysis of 
Chemically Synthesized @-conotoxin M VÍ A 


WANG Xian-chun, LIANG Song-ping 


( College of Life Science, Hunan Normal University, Changsha | 410081, China) 


Abstract: In order to investigate the application of mass spectrometry (MS) in the renaturation and purification of 
synthetic peptides, w-conotoxin M VÍA was chemically synthesized by a solid-phase method. The sample was oxidatively 
treated in a glutathione-containing buffer, and then purified by ion-exchange chromatography and RP-HPLC. The renatu- 
ration and purification efficiencies of synthesized w-conotoxin M VI A were subsequently analyzed by MALDI-TOF-MS and 
tandem electrospray mass spectrometry (ESI-MS/MS). Meanwhile, using an electrophysiological method, its biological 
activity was also measured. Mass spectrometric and electrophysiological analysis revealed that renatured and purified «- 


conotoxin M VIA possesses the same conformation and physiological activity as those of natural «-conotoxin MVIA. 
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co — ER ERE M VIA. (w-conotoxin MVLA) 是 来 
源 于 海洋 软体 动物 苹 螺 (Conus magus) 的 一 种 多 
肽 类 神经 毒素 ， 含 25 个 氨基 酸 残 基 ， 分子 内 6 个 
Cys 的 殊 基 参与 3 对 二 硫 键 的 形成 (Gray, 1988). 
这 种 毒素 能 专 一 性 阻 断 神 经 末梢 的 N - 型 电压 敏感 
钙 离 子 通道 ， 影 响 神经 末梢 递 质 释 放 (Olivera et 
al，1987)， 且 具有 一 定 的 神经 保护 (Valentino et 
al, 1993; Pringle et al, 1996) 和 镇 痛 作 用 (Malm- 
berg & Yaksh, 1995; Bowersox et al, 1996), Hir 
在 神经 生物 学 和 医学 等 多 个 领域 内 有 着 良好 的 应 用 
前 景 而 受到 有 关 研 究 者 的 特别 关注 。 但 w - 芋 螺 毒 
3X MWA 的 天 然 来 源 有 限 ， 制 约 了 其 研究 的 深入 开 
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展 和 广泛 应 用 。 用 固 相 化 学 合成 法 对 其 进行 化 学 合 
成 ， 是 解决 这 类 多 肽 毒素 天 然 来 源 不 足 的 重要 方法 
之 一 (Atherton & Sheppard, 1989; Olivera et al, 
1987; Liang et al, 1997), Nadasdi et al (1995) 利 
用 固 相 合成 w — 芋 螺 毒素 MWA (合成 产物 命名 为 
SNX-111) 及 其 一 个 或 多 个 氨基 酸 残 基 替 换 突变 后 
的 类 似 物 ， 系 统 地 研究 了 该 多 肽 毒素 结构 与 功能 的 
关系 ,证 明 其 分 子 中 2 位 Lys、10 位 和 21 位 Arg. 
9 ~ 14 位 片段 为 该 毒素 与 N - 型 Ca2+* 通道 结合 所 必 
需 。 研 究 w - 王 螺 毒素 M WLA 的 抗 神经 损伤 作用 和 
镇 痛 作 用 时 也 大 多 采用 其 固 相 化 学 合成 品 SNX-111 
(Bowersox et al, 1996; Bowersox & Luther, 1998), 
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刚 合成 的 多 肽 处 于 变性 状态 ， 在 使 用 前 需要 经 
历 一 个 较为 复杂 的 氧化 复 性 和 分 离 纯 化 过 程 。 所 
以 ,在 复 性 后 的 分 离 纯 化 乃至 复 性 过 程 中 ,采用 适 
宜 的 方式 对 复 性 的 多 上 肽 样品 进行 检测 和 鉴定 就 显得 
很 有 必要 (Creighton, 1984; Wang et al, 1998). 
检测 和 鉴定 复 性 多 肽 的 方法 有 多 种 : 直接 测定 多 肽 
复 性 后 分 子 内 二 硫 键 的 配对 方式 (Chung et al, 
1995); 利用 反 相 HPLC 监测 多 肽 的 保留 时 间 (O- 
livera et al, 1987; Nadasdi et al, 1995); 根据 圆 二 
£&3É (circular dichroism, CD) fUr Ze RK E ky — 
级 和 三 级 结构 的 形成 情况 (Kim et al, 1997) ; 利用 
核磁 共振 (nuclear magnetic resonance, NMR) 技术 
测定 多 上 肽 的 空间 构象 (Liang et al, 1997) 等 。 上 
世纪 末 发 展 起 来 的 基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 
质谱 (MALDI-TOF-MS) 和 电 喷 雾 质 谱 (ESI-MS) 
具有 样品 用 量 少 、 测 定 精 度 高 的 特点 ， 不 仅 可 以 准 
确 测 定 多 肽 的 分 子 量 ， 而 且 可 以 通过 多 种 方式 获得 
多 肽 的 许多 结构 信息 ， 从 而 可 用 于 分 析 多 肽 复 性 的 
效果 ， 简 化 样品 鉴定 和 分 离 纯化 的 步骤， 提高 工作 
效率 。 鉴 于 此 ， 本 文 试图 探讨 质谱 分 析 在 合成 多 肽 
氧化 复 性 和 分 离 纯化 研究 中 的 应 用 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 XS 

用 固 相 化 学 合成 技术 〈Atherton & Sheppard, 
1989) 参照 Wang et al (2000) 的 方法 化 学 合成 @ 
- ESRÉEXE MV A, ERE v - AEBRHESE M VIA, 35 
JS ABCHRK (GSH), SRAUSUG CHE RK. (GSSG). 
三 氟 乙 酸 (TFA) 等 均 为 Sigma 公司 产品 。 
1.2 o- X58 3x MWA 的 氧化 复 性 和 分 离 纯化 

化 学 合成 w - 芋 螺 毒素 M VLA. 的 氧化 复 性 和 分 
离 纯 化 参照 Wang et al (2000，2001) 的 方法 进行 : 
取 适 量 合成 w - SESS M VLA. 深 于 大 体积 的 氧化 
复 性 液 (0.1 mol/L 磷酸 盐 缓 冲 液 ，0.003 mol/L 
GSH, 0.0003 mol/L GSSG, pH 8.0)。 样 品 浓度 约 
2 x 10-5 mol/L。 室 温 下 反应 48 h 后 ， 用 冰 醋 酸 酸 
化 缓冲 液 至 pH 3.0 ~ 4.0。 然 后 交替 在 Waters Mil- 
lennium 2010 色谱 管理 系统 和 Waters 650 E. 蛋白 质 
纯化 系统 上 进行 反 相 脱盐 和 离子 交换 纯化 。 用 
MALDI-TOF-MS 和 ESI-MS/MS 分 析 分 离 纯 化 的 样 
nno 
1.3 MALDI-TOF-MS 分 析 

c — ESRSEXC M VIA 分 离 纯化 过 程 中 ， 样 品 的 





MALDLITOF-MS 分 析 在 美国 Bmker 公司 生产 的 
ProFLEXIM 下 型 质谱 仪 上 进行 : 离子 源 加 速 电 压 1 
(ion source acceleration voltage 1, IS/1) 为 20.00 
kV; 离子 源 加 速 电 压 2 (ion source acceleration volt- 
age 2, IS/2) 为 18.85 kV; 透镜 电压 (lens voltage) 
为 8.5 kV; 激光 重复 率 5.00 Hz; 线性 模式 检测 正 
离子 ; 由 Bmker 公司 开发 的 控制 软件 和 Sun 工作 站 
完成 仪器 的 控制 和 数据 处 理 。 用 混合 液 (0.1% 
TFA. 3096 Z.HÉ . 69.9957K) 制备 CCA (a-cyano-4- 
hydroxycinnamic acid) 饱和 液 ， 然 后 取 1 pL 样品 与 
约 20 uL 此 CCA 饱和 液 混 合 ， 再 取 1 uL 混合 液 
( 约 含 1 pmol 样品 ) 在 质谱 仪 的 样品 盘 上 点 样 ， 室 
温 干 燥 后 测定 。 
1.4 MS 和 MS/MS 分 析 

o — SESEL HERE MWA 纯化 样品 的 MS 和 MS/MS 
分 析 在 美国 Bruker 公司 生产 的 Esquire-LC 离子 阱 电 
喷雾 质谱 仪 上 进行 。 采 用 注射 和 泵 直接 进 样 ， 流 速 为 
200 ul/h; 喷雾 器 压力 15 psi， 干 燥 气 (N,) 流速 
3.0L/min, 干燥 气 (N2) 温度 300 "C; 铲 削 器 电压 
30.0V; 毛细 管 出 口 补 偿 电压 100.0V; 离子 阱 驱 
动 55.0; 离 子 电荷 控制 (ICC ) ;扫描 范围 50 ~ 
2200 m/z; 平均 数 5; 激发 电压 1.0 V; 碰撞 气 为 
氨 气 。 正 离子 方式 检测 。 质 谱 图 以 轮廓 谱 的 形式 储 
存 。 
1.5 生理 活性 测定 

复 性 o - SESREEXE MWA 的 生理 活性 测定 参照 
Waterman (1997) 的 方法 进行 : 将 小 白鼠 用 颈椎 脱 
白 的 方式 处 死 ， 剪 开 上 腹腔 ， 完 整地 裁 取 任 一 侧 的 输 
精 管 ， 噜 除 多 余 组 织 ， 安 放 于 标本 槽 中 。 槽 中 的 
Krebs 溶液 温度 维持 在 32 和 ， 并 以 每 分 钟 约 60 个 
小 泡 的 速度 不 断 向 溶液 中 输送 9596 0, 和 596 CO, 
混合 气体 。 标 本 在 同 软 性 的 串 刺 激 下 ， 产 生 稳定 且 
有 规律 的 收缩 和 舒张 运动 。 通 过 比较 化 学 合成 和 对 
照 — SERE M VLA 对 电 刺 激 引 起 的 输精管 收缩 
的 影响 〈 达 到 最 大 抑制 所 需 的 时 间 及 最 大 抑制 幅 
HE) 确定 复 性 w - 芋 螺 毒素 MWA 的 生理 活性 。 


2 结 果 


2.1 复 性 处 理 后 o@ - 芋 螺 毒素 M WA 的 分 离 纯化 
和 MALDI-TOF-MS 分 析 结 果 
MALDPI-TOF-MS 测定 结果 显示 ， 合 成 w- SEE 
毒素 MYLA 复 性 前 的 分 子 量 为 2.646 20 kDa, Ti 
然 。- 苹 螺 毒素 M WEA 的 理论 分 子 量 为 2.639 22 kDa, 
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提示 w - 芋 螺 毒素 M VLA. 的 6 个 殖 基 均 处 于 还 原状 
态 。 氧 化 复 性 处 理 后 样品 的 MALDI-TOF-MS 分 析 图 
谱 见 图 1。 从 中 可 以 看 出 ， 样 品 中 出 现 了 分 子 量 为 
2.640 18 kDa 的 分 子 ， 提 示 在 氧化 复 性 体系 中 ， 至 
少 有 一 部 分 原来 处 于 变性 状态 的 w - 芋 螺 毒素 M WI 
A 的 分 子 内 形成 了 3 对 二 硫 键 ， 尽 管 还 不 能 肯定 二 
硫 键 的 配对 方式 。 

在 阳离子 交换 柱 层 析 时 ,得 到 4 个 主要 的 洗 脱 
峰 ( 图 2) ,依次 编号 为 1.2.3 和 4。 用 MALDI-TOF- 
MS 分 析 的 结果 见 图 3。1、2 和 4 号 峰 中 大 多 为 “ 残 
缺 肽 ”“ 修 饰 肽 "等 ,不 含 “ 目 的 肽 "或 含量 很 少 ,而 3 
号 峰 中 “目的 肽 ”明显 占 优势 。 

用 分 析 型 RP-HPLC 对 离子 交换 层 析 所 得 的 3 
号 峰 样品 进行 仔细 的 脱盐 纯化 ， 收 集 主峰 峰 尖 部 
分 ， 再 用 MALDI-TOF-MS 分 析 的 结果 中 只 有 单一 的 
wo - ESUHEXSCMWA 质谱 峰 ， 提 示 已 得 到 均一 的 w 
-十 螺 毒素 MWA 纯化 样品 。 
2.2 o- XE 38 S3 MV A. 的 MS 和 MS/MS 分 析 
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图 1 XEtko--HSSX MVATEG 
纯化 前 的 MALDI-TOF-MS 分 析 
图 谱 

MALDI-TOF-MS analysis of renat- 
ured «-conotoxin M VIA sample 
before purification 


Fig.1 





在 完全 相同 的 条 件 下 用 电 喷 雾 串 联 质谱 分 析 纯 
化 复 性 c - 3EBUSESXE M VLA 和 进口 的 对 照样 品 ， 分 
别 记 录 到 的 一 级 质谱 (MS) 和 二 级 质谱 (MS/MS) 
见 图 4。 

从 图 4 可 以 看 出 ,化 学 合成 w - 于 螺 毒 素 M WA 
复 性 后 的 Ms 图 与 对 照 品 的 一 样 ， 带 5 个 和 4 个 电 
荷 的 分 子 离子 峰 占 优势 ; 而 且 在 本 实验 设置 的 裂解 
电压 条 件 下 ， 两 个 优势 离子 峰 的 MS/MS 图 也 分 别 
与 对 照 的 相应 图 谱 十 分 相似 ， 提 示 它 们 具有 相同 的 
分 子 结构 。 
2.3 o- S318 :55 3 MM A. 的 生理 活性 

oo- 芋 螺 毒素 M VLA. 的 生理 活性 测定 结果 见 图 
5。 从 图 中 可 以 看 出 ， 当 浓度 均 为 9.5 x 10-8 mol/L 
时 ， 化 学 合成 w - 芋 螺 毒素 M WA 复 性 和 纯化 后 与 
对 照 w- 芋 螺 毒素 M WA 一样， 都 能 在 (621.0) 
min (n =3) 的 时 间 内 对 电 和 刺激 引起 的 离 体 小 白鼠 
输精管 的 收缩 产生 最 大 幅度 抑制 ， 说 明 二 者 具有 相 
同 的 生理 活性 。 
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0 20 40 60 
时 间 Time (min) 
图 2 复 性 ww- 3X MWVIA 样品 的 离子 
交换 HPLC 图 
Fig.2 Ion-exchange HPLC profile of renatured 
c-conotoxin M VIA sample 
层 析 柱 (Column): Waters Protein-Pak™ CM 15HR, 
10 mm x 100 mm。 洗 脱 液 (Eluen): (A) 0.2 mol/ 
LNaH;PO,, (B) 0.2 mol/L NaSHPO,, (C) 2.0 
mol/L NaCl, (D) XGK7K (Doubly distilled water). 
梯度 (Gradiem): 896 (A) $1296 (B), 30 min 内 
0-609; (C) [0- 6096 (C) in 896. (A) and 296 
(B) over 30 min], 3L3E (Flowrate): 1.0 mL/min, 
检测 波长 (Detection ) : 280 nm. 
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图 3 离子 交换 各 馏分 的 MALDI-TOF-MS 分 析 结 果 
Fig.3 Analysis of the fractions from ion-exchange HPLC by MALDI-TOF-MS 
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图 4 复 性 w- 王 蛇毒 素 MWA 和 进口 对 照样 品 的 MS 和 MS/MS 分 析 结 果 

Fig.4 MS and MS/MS analysis of renatured w-conotoxin MM A. and the control 
A: 复 性 o — 芋 螺 毒素 MWLA 的 MS; B, C 分 别 为 A 中 529.0 m/z MERI 660.4 m/z 峰 的 MS/MS, a; 对 照 
wo- 芋 螺 毒素 M VLA 的 MS; b,c 分别 为 a 中 528.7 m/z 峰 和 660.4 m/z 峰 的 MS/MS。 
A: MS of renatured w-conotoxin MV A; B: MS/MS of 529.0 m/z peak; C: MS/MS of 660.4 m/z peak. a: 
MS of control «-conotoxin MM A; b: MS/MS of 528.7 m/z peak; c: MS/MS of 660.4 m/z peak. 


3 讨论 能 氧化 法 (Fuji et al，1987) 等 。 其 中 空气 氧化 法 
形成 二 硫 键 是 多 肽 合成 研究 中 应 用 最 广泛 的 经 典 方 
3.1 化 学 合成 多 肽 的 氧化 复 性 法 。 该 方法 纯化 方便 (Wang et al, 1998) ,但 所 需 


促使 合成 多 肽 形成 正确 的 二 硫 键 配对 和 特定 空 复 性 时 间 比 较 长 ， 如 Nadasdi et al (1995) 对 SNX- 
间 构 象 的 方法 有 多 种 ， 如 空气 氧化 法 (Nadasdi et 111 的 氧化 复 性 时 采用 空气 气 化 法 需 3d 以 上 。 本 
al，1995)、 铁 氰 化 钾 氧 化 法 (Lamthanh et al, 实验 中 采用 GSH-GSSG 介 导 的 氧化 复 性 法 ， 实 际 上 
1993) 、 碘 氧化 法 (Barlos et al，1991) 和 三 氟 乙 酸 ” 是 空气 氧化 的 改良 方法 (二 硫 键 交换 法 ) ,反应 速 
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度 比 空气 氧化 法 快 。GSSG 与 还 原型 多 肽 形成 混合 
二 硫化 物 并 由 此 而 激发 分 子 内 二 硫化 物 的 形成 ; 
GSH 使 已 形成 的 二 硫化 物 变 成 混合 二 硫化 物 ， 可 
使 错误 折 到 的 分 子 重 新 还 原 (Creighton，1984)， 
这 样 ， 在 折 秋 中 的 中 间 产 物 和 受热 力学 控制 的 终 产 
物 之 间 就 形成 一 种 平衡 状态 。 由 于 二 硫 键 正确 配对 
的 分 子 在 热力 学 上 稳定 性 最 强 ， 所 以 平衡 有 利于 形 
成 二 硫 键 正确 配对 及 空间 构象 正确 的 分 子 。 
3.2 复 性 多 肽 的 分 离 纯化 与 质谱 分 析 

c — SES BESE M VLA 样品 经 过 复 性 处 理 后 ， 必 
须 进 行 仔 细 的 分 离 纯 化 以 去 除 里 面 的 各 种 杂质 ， 这 
些 杂质 主要 来 自 合 成 和 氧化 复 性 过 程 中 的 副 反应 。 
用 MALDI-TOF-MS 分 析 样 品 时 ， 分 析 物 信号 的 重 
现 性 较 差 ， 其 原因 是 信号 的 强 弱 与 许多 因素 有 关 。 
如 待 测 物 与 基质 形成 的 晶体 的 形状 、 大 小 ， 待 测 物 
在 基质 中 的 分 布 ， 样 品 探头 表面 的 情况 ， 激 光照 射 
的 强度 等 (Yuan et al，1998)。 因 而 一 般 认 为 质谱 
图 中 谱 蜂 的 高 低 并 不 代表 它们 的 相对 含量 。 但 在 实 
验 中 发 现 ， 当 样品 中 茶 种 物质 分 子 占 优势 时 ， 该 物 
质 在 绝 大 多 数 情 况 下 都 会 在 质谱 图 中 形成 明显 的 主 
峰 ， 因 此 ， 可 以 采取 用 不 同 激光 照射 条 件 对 样品 点 
的 不 同 部 位 进行 多 次 “ 击 打 ” (shot) 测定 的 方法 
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